Uloga glikogen-sintaza-kinaze 3 beta u razvoju
karcinoma jajnika

Glibo, Mislav

Master's thesis / Diplomski rad
2020

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, School of Medicine / Sveuciliste u Zagrebu, Medicinski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://um.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:975931

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-11

Repository / Repozitorij:

Dr Med - University of Zagreb School of Medicine
Digital Repository

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:975931
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/mef:3086
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/mef:3086
https://dabar.srce.hr/islandora/object/mef:3086

SVEUCILISTE U ZAGREBU
MEDICINSKI FAKULTET

Mislav Glibo

Uloga glikogen-sintaza-kinaze 3 u razvoju
karcinoma jajnika

DIPLOMSKI RAD

Zagreb, 2020.



Ovaj diplomski rad izraden je na Klinici za ginekologiju i porodniStvo Medicinskog
fakulteta SveuciliSta u Zagrebu i KliniCke bolnice Sveti Duh pod vodstvom doc. dr. sc.

Alana Sermana i predan je na ocjenu u akademskoj godini 2019./2020.

Mentor rada: doc. dr. sc. Alan Serman



SKRACENICE KORISTENE U RADU

AMPK — kinaza aktivirana adenozin-monofosfatom

APC — engl. adenomatous polyposis coli

ATP — adenozin-trifosfat

BIO — (2Z,3E)-6-bromoindirubin-3'-oksim

BRAF — engl. B rapidly accelerated fibrosarcoma

BRCAL1 - engl. breast cancer 1

BRCAZ2 — engl. breast cancer 2

CA-125 — karcinomski antigen 125

cAMP — ciklicki adenozin-monofosfat

CDK - kinaza ovisna o ciklinima

CK1 — kazein-kinaza 1

CREB - engl. cAMP-response protein binding element

CT — kompjutorizirana tomografija

DNA — deoksiribonukleinska kiselina

DNA-PK — deoksiribonukleinska kiselina-proteinska kinaza

EMT — epitelno-mezenhimalna tranzicija

ERBB2 — engl. erythroblastic oncogene B

ERK — kinaza regulirana izvanstani¢nim signalima



FIGO — Medunarodna federacija ginekologa i opstetriCara

FSH — folikul-stimulacijski hormon

GLI — gen za protein Gli

Gli — engl. protein Glioblastoma

GliA — aktivatorska forma proteina Gli

GliR — represorska forma proteina Gli

GSK3 — glikogen-sintaza-kinaza 3

GSK3a — glikogen-sintaza-kinaza 3a

GSK3B - gen za glikogen-sintaza-kinazu 33

GSK3B — glikogen-sintaza-kinaza 33

GSK3B-S9A — konstitutivno aktivna glikogen-sintaza-kinaza 33

HGSC — serozni adenokarcinom jajnika visokog gradusa

HH — signalni put Hedgehog

Hif — faktor induciran hipoksijom

IGF2 — gen za ¢imbenik rasta sli¢an inzulinu 2

IKK — IkB kinaza

ILK — kinaza povezana s integrinima

IkB — inhibitor kappa B

JUN - gen za protoonkogen c-jun



kDa — kilodalton

KRAS - engl. Kirsten rat sarcoma

LGSC - serozni adenokarcinom jajnika niskog gradusa

LiCl — litijev klorid

LRP — protein povezan s lipoproteinskim receptorom

MAP2K — protein-kinaza-kinaza aktivirana mitogenom

MDR-1 — engl. multidrug resistance-1

MMP — matriksna metaloproteinaza

MR — magnetna rezonancija

MRNA — glasnicka ribonukleinska kiselina

MTOR — engl. molecular target of rapamycin

MTORCL1 - engl. molecular target of rapamycin complex 1

MTORC2 — engl. molecular target of rapamycin complex 2

MYC — gen za protoonkogen c-myc

NFkB — nuklearni faktor kappa B

NICD - intracelularna domena receptora Notch

NK — prirodnoubilake stanice

OS - sveukupno prezivljenje

PFS — prezivljenje bez progresije bolesti



PGC-1a — engl. peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator-1a

pGSK3B-S9 — glikogen-sintaza-kinaza 3 fosforilirana na serinu 9

pGSK3B-Y216 — glikogen-sintaza-kinaza 38 fosforilirana na tirozinu 216

PIP2 — fosfatidil-inozitol-difosfat

PIP3 — fosfatidil-inozitol-trifosfat

PKA — protein-kinaza A

PP1 — protein-fosfataza 1

PTCH — engl. patched

PYK2 — proteinska tirozin-kinaza 2

S —serin

SAD - Sjedinjene Ameritke Drzave

SMO - engl. smoothened

SuFu — engl. suppressor of fused

Tcf/Lef — engl. T-cell factor / lymphoid enhancer-binding factor

TGF-B — faktor transformacije i rasta B

TP53 — engl. tumour protein 53

VEGF — ¢imbenik rasta vaskularnog endotela

WHO - Svjetska zdravstvena organizacija

Y —tirozin



SADRZAJ

nalE A A

SAZETAK
ABSTRACT
KARCINOM JAJINIK A L. e e e e e e e e e enas 1
ENZIM GLIKOGEN-SINTAZA-KINAZA 3B ... 5
4.1, SrUKTUTa i FUNKCIA .uveeeiiie e 5
4.2. Aktivacija i INaKLiVACT A .........coovviiiiiiiiiiiiieeeee e 5
4.3. GSK3p kao dio stani€nih signalnih putova .....................o.ooiii 6
4.3.1. Signalni put G-proteini/cAMP/protein-kinaza A (PKA).........cccoeeeiee. 6
4.3.2.  Signalni put PIP3/AKY/MTOR .......eiiiii e 7
4.3.3.  SIgnalni PUEWNL.....ouii e e 7
4.3.4. Signalni put HEdgehog.......coovviiiiiiiiie e 9
4.35.  Signalni PUENFKB .......oiiiiie e 10
4.3.6.  Signalni PUENOLCN .......uuiiii e 11
4.3.7. Signalni put TGF-f i epitelno-mezenhimalna tranzicija......................... 11
4.3.8.  SIgnalni PUL P53 ...coeeiieiii e 12
4.4. Uloga GSK3B U apPOPLOZi........cooovviiiiiiiiiiiiiieecei e 12
4.5. Uloga GSK3B u autofagiji.............cccoooeeeeiiiiiiii e, 13
4.6. GSK3BistaniCniciklus ......................ooooii 14
4.7. Uloga GSK3B u epitelno-mezenhimalnoj tranziciji i invazivnosti tumoral4
4.8. GSK3B iraK ...ooooeiieiiiiiiieie e 14
ULOGA GSK3B U KARCINOMU JAJNIKA ..........oooveeeeieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 17
5.1. GSK3p kao ¢imbenik u razvoju karcinoma jajnika.................................... 17

5.2. Uloga GSK3B u EMT, neoangiogenezi i invazivnosti karcinoma jajnika. 22

5.3. GSK3p kao ¢imbenik rezistencije na terapiju...........ccccoeeeeiiiiiii, 24
Lo T0t B V| 1 1 1] 1 R 24
5.3.2.  PaAKIAKSEL.... .o aeane 24
5.3.3.  CUSPIALING ...ttt 25

5.4. Ekspresija GSK3p kao prognosticki €¢imbenik........................cooerviiinnnnnnn. 26

5.5. GSK3B kao meta terapije...........ooouuuiiiiiiiiiiiiice e 26
5.5.1. Aktivacija GSK3p kao terapijska strategija.............ccccccummrrnnirrinnnnnnnnnnns 26

5.5.2. Inhibicija GSK3 kao terapijska strategija...........ccccccceurmrmriiiiniiinnininnnnn. 27



© ® N O

RASPRAVA I ZAKLJUCAK ...........ocoovieiiieieeieeeeeeeeeeee e 31

LITERATUR A e 36
ZAHVALE ... 59
ZIVOTOPIS ..ottt eae e, 60



1. SAZETAK

Uloga glikogen-sintaza-kinaze 3f u razvoju karcinoma jajnika

Mislav Glibo

Klju€ne rijeci: glikogen-sintaza-kinaza 33, karcinom jajnika

Enzim glikogen-sintaza-kinaza 38 (GSK3pB) ukljuen je u regulaciju stani¢nog
metabolizma, stani¢nog ciklusa, apoptoze i brojnih signalnih putova, a u razli€itim
tumorima i razliCitim okolnostima djeluje kao promotor ili supresor tumorskog
rasta, invazivnosti i metastaziranja. Cilj je ovog rada pregledom literature utvrditi
ulogu GSK3B u razvoju, prognozi i terapiji karcinoma jajnika, najletalnijeg medu
ginekoloskim karcinomima od kojeg godiSnje u Hrvatskoj oboli oko 400 Zena.
Funkcija GSK3[B ovisi o fosforilacijskom statusu enzima. Za aktivhost enzima
nuzna je fosforilacija na tirozinu 216, koju moze provesti sama GSK3[ tijekom
procesa vlastite translacije ili neke druge kinaze. Protein-kinaza A i protein-kinaza
B (Akt) fosforiliraju GSK3B na serinu 9 i, onemogucujuci time vezanje supstrata,
inhibiraju aktivnost GSK3[. Istrazivanja koja su se temeljila na proucavanju
ekspresije GSK3B u karcinomima jajnika otkrila su povecanu ekspresiju, dok
istrazivanja koja su proucCavala kinazu Akt zakljuCuju da je uslijed povecane
aktivnosti Akt u stanicama karcinoma jajnika snizena aktivnost GSK3p. Cini se da
GSK3B suprimira proces epitelno-mezenhimalne tranzicije, koji je preduvjet za
invazivnost i metastaziranje, dok su za prognosticku ulogu GSK3(B u
istrazivanjima oprecCni rezultati. U poslijednje se vrijeme ispituje i mogucnost
cillanja GSK3p kao terapijske mete dvama pristupima, i inhibicijom GSKS3B, i
njenom reaktivacijom, te su in vitro dobiveni ohrabrujuéi rezultati, a neki su od
takvih lijekova usli i u klinicka istraZivanja. Zaklju¢no, za rasvjetljavanje uloge
GSK3B u razvoju karcinoma jajnika potrebna su daljnja istrazivanja, a u klinici

individualni pristup svakoj pacijentici.



2. ABSTRACT

Role of glycogen synthase kinase-3f in the development of ovarian
carcinoma, Mislav Glibo

Key words: glycogen-synthase-kinase 33, ovarian cancer

Enzyme glycogen-synthase-kinase 3p (GSK3p) is involved in the regulation of the
cell metabolism, cell cycle, apoptosis and numerous cellular signalling pathways.
In various tumours and under various circumstances, the enzyme could act both
as a promoter and as a suppressor of tumour growth, invasion and metastases
formation. The aim of this study was to review the literature on the matter and
determine the role GSK3p plays in the formation of ovarian cancer, the most
lethal one among gynaecologic malignancies, with which about 400 women in
Croatia get diagnosed annually. The function of GSK3p depends on its
phosphorylation status. For the activity of the enzyme the phosphorylation of
tyrosine 216 is needed, which can be phosphorylated by GSK3 itself during its
translation or by some other kinases. On the other hand, protein-kinase A and
protein-kinase B (Akt) phosphorylate serine 9 and, by disabling the substrate
binding, inhibit catalytic activity of GSK3B. The studies based on expression of
GSK3B in ovarian cancer cells report increased expression, whereas those
concerning Akt conclude that GSK38 is inactivated in cancer cells due to Akt
hyperactivity. It seems that GSK3[ suppresses epithelial-mesenchymal transition,
which is a pre-condition for cancer invasion and metastasising. The data on
prognostic value of GSK3p are inconsistent. Recently the possibility of therapeutic
targeting GSK3pB has been evaluated, by both inhibiting and reactivating it with
encouraging results in vitro, and some of the drugs have entered clinical studies.
In conclusion, further research is needed to enlighten the role of GSK3p in

ovarian cancer formation.



3. KARCINOM JAJNIKA

Prema najnovijim dostupnim podatcima Hrvatskog registra za rak (za 2017.
godinu) u toj je godini 398 Zena oboljelo od raka jajnika. Zajedno sa zlocudnim
tumorima jajovoda i adneksa rak jajnika €ini 4% novodijagnosticiranih malignih
bolesti zena u Hrvatskoj te po u€estalosti zauzima sedmo mjesto. Iste je godine
od raka jajnika preminulo 330 Zzena (1). Prema europskoj statistici za 5% smirti
Zena uzrokovanih malignim bolestima u Europskoj uniji odgovoran je upravo rak

jajnika (2).

Tumori jajnika znaCajno se razlikuju s obzirom na histoloSko podrijetlo. Mogu
potjecati od bilo kojeg od tri tipa stanica prisutnih u jajniku: multipotentnog
povrSinskog epitela, totipotentnin zametnih stanica i potporne strome jajnika.
Tumori zametnih stanica ukljuCuju disgerminome, teratome i koriokarcinome.
ZajedniCko im je da se javljaju u mladoj zivotnoj dobi i da su u pravilu unilateralni.
U tumore strome jajnika ubrajaju se granuloza-teka-stani¢ni tumori, tekomi/fibromi
i tumori Sertoli-Leydigovih stanica. Pojavljuju se u svakoj zivotnoj dobi te su
takoder unilateralni. S izuzetkom tekoma, hormonalno su aktivni i mogu
proizvoditi vece koli€ine spolnih hormona. Granuloza-teka-stani€ni tumori
proizvode estrogen, a tumori Sertoli-Leydigovih stanica androgene, §to moze

dovesti do virilizacije (3).

Tumori podrijetla povrSinskog epitela u srediStu su zanimanja ovog rada. To su
ujedno i uvjerljivo najéeséi tumori jajnika — Cine i do 90% svih zlo¢udnih tumora
jajnika. Njihovo to€no stani¢no podrijetlo jo$ nije sa sigurnoS¢u utvrdeno te se

dijele na tip 1 i tip 2. Tip 1 uklju€uje tumore koji su nastali kao benigni cistadenomi



te su, preko tumora grani¢nog stupnja malignosti, maligno alterirali i postali
serozni karcinomi niskog stupnja malignosti (engl. low grade serous carcinoma,
LGSC) ili mucinozni karcinomi. Analogna je progresija endometrioma u
endometriodni karcinom jajnika. Tip 2 €ine tumori koji nastaju iz inkluzijskih cista
epitela jajovoda preko intraepitelnih prekursora, koje obi¢no nije moguce uociti. U
taj tip pripadaju serozni karcinomi visokog stupnja malignosti (engl. high grade

serous carcinoma, HGSC) (3,4).

Za tumore tipa 1 svojstvena je niza nestabilnost genoma, oCuvani mehanizmi
popravka DNA te mutacije KRAS (engl. Kirsten rat sarcoma), BRAF (engl. B-
rapidly accelerated fibrosarcoma) i ERBB2 (engl. erythroblastic oncogene B)
gena, dok tumore tipa 2 karakteriziraju mutacije TP53 (engl. tumour protein 53),

BRCAL (engl. breast cancer 1) i BRCA2 (engl. breast cancer 2) gena (5).

Rizi¢ni ¢imbenici za razvoj karcinoma jajnika ukljuCuju stariju dob, opterecenu
obiteljsku anamnezu, mutacije pojedinih tumor-supresorskih gena i maniji broj
trudnoc¢a. Dugotrajna uporaba oralne hormonske kontracepcije smatra se, pak,

protektivnim ¢imbenikom (3).

Simptomi su tumora jajnika abdominalna bol, nadutost, postmenopauzalna
krvarenja, gubitak tjelesne mase i gubitak apetita (6). Klinicka sumnja postavlja se
na temelju ultrazvuénog pregleda i serumske razine CA-125 te po potrebi CT ili
MR snimaka (7), a konacna dijagnoza patohistoloskim pregledom preparata
nakon kirurSkog zahvata. HistoloSku klasifikaciju donijela je Svjetska zdravstvena
organizacija 2016. godine, a proSirenost karcinoma stupnjuje se po klasifikaciji
Medunarodne federacije ginekologa i opstetri¢ara (FIGO). Stadij | ogranicen je na

jedan ili oba jajnika, a u stadiju Il tumorom su zahvacéena i intraperitonealna tkiva



zdjelice. Stadij Il oznaCava =zahvacanje peritoneuma izvan zdjelice ili
retroperitonealnih limfnih ¢€vorova, dok stadij IV obiljezava proSirena bolest s

udaljenim metastazama (8).

Zbog nespecificnosti i kasnog javljanja simptoma te nepostojanja efikasnog
nacina probira pacijentica (9) dijagnoza se naj¢eSc¢e postavlja u FIGO stadiju lll. U
Hrvatskoj je 2017. godine 11,1% karcinoma jajnika otkriveno u fazi lokalizirane
bolesti, 25,9% u stadiju regionalne prosirenosti i u istom tolikom postotku ve¢ pri
dijagnozi bile su prisutne udaljene metastaze (1). U Tablici 1 dana je usporedba s

ostalim zlo¢udnim tumorima Zenskog spolnog sustava i dojke.

Tablica 1. Ucestalost pojedinih stadija bolesti pri dijagnozi medu
novodijagnosticiranim zlocudnim bolestima Zenskog spolnog sustava i dojke u
Hrvatskoj 2015. godine, prema (1). Ostatak do 100% kod svakog sijela Cine

tumori Ciji je stadij nepoznat.

Sijelo tumora | Lokalizirana bolest | Regionalno proSirena | Udaljene
bolest metastaze

Vrat 27,0% 15,7% 5,1%

maternice

Tijelo 41,3% 11,8% 2,6%

maternice

Dojka 38,4% 24, 7% 3,7%

Jajnik 11,1% 25,9% 25,9%

Ranije javljanje simptoma (karcinom tijela maternice) te programi probira

(karcinomi dojke i vrata maternice) pridonose ranijoj dijagnozi. Zbog nedostatka




navedenog kod raka jajnika uCestalost metastatske bolesti pri postavljanju

dijagnoze viSestruko je veca.

Smijernice Hrvatskog drustva za ginekologiju i opstetriciju Hrvatskog lije¢nickog
zbora naglaSavaju ulogu multidisciplinarnog tima u pristupu pacijenticama
oboljelima od karcinoma jajnika. Tim se u prvom redu sastoji od ginekoloSkog
onkologa, patologa, radiologa i onkologa, a prema potrebi pridruzuju mu se i

abdominalni kirurg ili urolog (7).

Terapija karcinoma jajnika zasniva se na citoreduktivnoj kirurgiji nakon koje slijedi
kemoterapijski protokol koji sadrzi u prvoj liniji derivat platine i taksan. Kod
karcinoma jajnika rezistentnog ili refraktornog na platinu koriste se i drugi
citostatici i hormonska terapija tamoksifenom, s relativno niskom razinom
odgovora na terapiju (7,10). Kod bolesnica s uznapredovalom boleSéu moze se
prvo provesti neoadjuvantna kemoterapija (7). Bolest je sklona relapsu, koji je
Cesto obiljezen rezistencijom na citostatsku terapiju i pracen visokom smrtnoS¢u

(11).

Petogodi$nje prezivljenje karcinoma jajnika u SAD-u poraslo je s 36% na 45% u
proteklih 30-ak godina (12). Medutim, zbog kasnog otkrivanja i Cestih rezistentnih
relapsa smrtnost od karcinoma jajnika i dalje je najveéa medu ginekoloSkim
karcinomima. Stoga istraZivanje etiologije i molekularne patogeneze, metoda
ranog otkrivanja i efikasnijeg lijeCenja karcinoma jajnika ostaju veliki izazov

znanstvenicima i ginekoloskim onkolozima.



4. ENZIM GLIKOGEN-SINTAZA-KINAZA 38

4.1. Strukturai funkcija

Enzim glikogen-sintaza-kinaza 3 (GSK3) monomerna je serin-treoninska kinaza
otkrivena 1980. godine u skeletnom miSi¢u Stakora. Premda nosi broj 3, taj je
enzim jedini za koji je dokazano da provodi fosforilaciju glikogen-sintaze, dok je
za enzime koji su prethodno nosili brojeve 1 i 2 naknadno utvrdeno da tu funkciju
ne obavljaju (13). Kasnije su otkriveni i brojni drugi supstrati ovog enzima te je
danas poznato da ima vaznu ulogu u procesima embrionalnog razvoja,
kancerogeneze, imunosnog odgovora, cijeljenja tkiva, apoptoze, autofagije i

neurodegeneracije (14-18).

GSK3 ima dvije izoforme, glikogen-sintaza-kinazu 3a (GSK3a) i glikogen-sintaza-
kinazu 3B (GSK3B). Obje sadrze sedam antiparalelnih beta-naboranih ploca,
kratki prijelazni dio i alfa-uzvojnicu, ali ih kodiraju razli¢iti geni i njihova se
ekspresija u pojedinim tkivima i organima razlikuje. GSK3p kodiran je ha dugom
kraku tre¢eg kromosoma (19) i izrazeniji u tkivima NK stanica u krvi, granulocitima
koStane srzi i tkivu jajnika (20). Za razliku od GSK3a, nema produljenje glicinom
bogate N-terminalne domene i lokaliziran je i u jezgri i u citoplazmi (21).
Molekularna masa GSK3[ od 47 kDa neS$to je niza od mase GSK3a. Prisutstvo
jedne izoforme ne moze nadoknaditi gubitak druge, Sto je osobito bitno u
embrionalnom razvoju, kada je gubitak funkcionalnog gena za GSK3p letalan

(22).

4.2. Aktivacijaiinaktivacija

GSK3p konstitutivno je aktivan enzim, za Sto se smatra odgovornom fosforilacija

tirozina-216 (Y216) (23). Rije¢ je zapravo o autofosforilaciji tijekom procesa

5



translacije (24), Sto ukazuje na to da je GSK3[3 tijekom svoje sinteze tirozinska
kinaza, a nakon zavrSetka translacije poprima funkciju serin-treoninske kinaze
(25). Postoje dokazi da i druge kinaze (PYK2 i Fin) te proapoptoti¢ni signali mogu
provesti aktivacijsku fosforilaciju enzima GSK3B na Y216 (26-28). Takoder,
njezini su supstrati u pravilu prethodno fosforilirani djelovanjem neke druge kinaze

(engl. priming phosphorylation) (29).

Fosforilacijom serina 9 (S9) u N-terminalnoj domeni GSK3[ blokira se vezanje
supstrata i postize inaktivacija enzima, u ¢emu sudjeluju brojni faktori rasta i
signalni putovi, koji ¢e biti detaljnije opisani u nastavku (30). Moguce su
fosforilaciie GSK3B i na drugim polozajima, koje takoder uzrokuju inaktivaciju
enzima (31), kao i defosforilacije protein-fosfatazama na poloZzaju S9 koje

obnavljaju njegovu katalitiCku aktivnost (32).

GSK3B/Fin/PYK2 PKA/AKL/ILK
_— — >
%
PP1
S9
Y21 Y21
Aktivan enzim Neaktivan enzim

Slika 1. Aktivacija i inaktivacija GSK3

4.3. GSK3p kao dio stani¢nih signalnih putova

4.3.1. Signalni put G-proteini/cAMP/protein-kinaza A (PKA)

Vezanjem glukagona ili adrenalina na svoje receptore aktivira se kaskada
posredovana G-proteinima te dolazi do aktivacije adenilat-ciklaze i stvaranja
ciklickog AMP-a (cAMP). cAMP veze se na svoja mjesta na regulacijskoj

6



podjedinici protein-kinaze A (PKA) te se odvaja aktivirana kataliticka podjedinica.
PKA zatim fosforilira niz stani¢nih proteina, medu kojima je i GSK3[3, sto dovodi
do njegove inaktivacije i posljedicne defosforilacije glikogen-sintaze.
Defosforilirana glikogen-sintaza neaktivha je te posljedicno prestaju procesi
glikogeneze i glukoneogeneze, a metabolizam glukoze usmjeren je k njenogj

razgradnji u procesu glikolize.

4.3.2. Signalni put PIP3/Akt/mTOR

Inzulin i neki Cimbenici rasta svojim vezanjem na odgovaraju¢e receptore
uzrokuju fosforilaciju fosfatidil-inozitol-4',5'-difosfata (PIP2) na polozaju 3', uslijed
Cega nastaje fosfatidil-inozitol-3',4',5'-trifosfat (PIP3). PIP3 djeluje kao drugi
glasnik i veZze se na kinazu Akt (protein-kinaza B), $to medutim nije dovoljno za
njezinu aktivaciju. Potrebne su jo$ dvije fosforilacije na dva razli¢ita mjesta, od
Cega jedno fosforilira kinaza PDK1, koju takoder aktivira PIP3, a drugo mTOR u
sklopu kompleksa mTORC2. Sada aktivirani Akt fosforilira svoje supstrate,
ukljuCujuéi GSK3pB, koji time inaktivira. Do aktivacije Akt kinaze i posljedi¢ne
inaktivacije GSK3B moze doc¢i i u sklopu odgovora na oste¢enje DNA (33).
Interakcija Akt i GSK3B nije, medutim, jednosmjerna, nego i GSK3B moze
aktivacijom fosfataze PPl posredovati ne samo vlastitu defosforilaciju i
reaktivaciju vec i defosforilaciju i inaktivaciju Akt (34). Takoder neka istrazivanja
pokazuju da GSK3B moze aktivirati Akt u odgovoru na vezanje TNF-a (35). Osim
toga, viSe je studija na staniCnim linijjama humanog karcinoma gusterace
pokazalo da visoke razine Akt ne koreliraju uvijek s niskom aktivno$éu GSK3,

odnosno ne inhibiraju aktivnost GSK3p u cijelosti (36,37).

4.3.3. Signalni put Wnt



U nepodrazenom stanju GSK3 u kompleksu s kazein-kinazom 1 (CK1), proteinom
adenomatozne polipoze kolona (APC) i aksinom provodi fosforilaciju B-katenina,
nakon Cega dolazi do njegove ubikvitinacije i razgradnje u proteasomu.
Fosforilacija kreatin-kinazom prethodi onoj posredovanoj GSK3 (38). Vezanje Wnt
liganda na Frizzled receptor uzrokuje fosforilaciju proteina Dishevelled, Sto potiCe
fosforilaciju LRP. Fosforilacijom LRP otkriva se na njemu vezno mjesto za aksin
te dolazi do dezintegracije kompleksa aksin/APC/GSK3/CK1. Posljedi¢no izostaje
fosforilacija B-katenina te se on translocira u jezgru, gdje stvara kompleks s
transkripcijskim faktorom Tcf/Lef i pretvara ga iz represora u aktivator transkripcije
brojnih ciljnih gena ukljuCujuc¢i protoonkogene MYC, JUN, gene za cikline i
matriks-metaloproteinaze (MMP) te MDR-1, gen za p-glikoprotein koji pridonosi
rezistenciji na citostatsku terapiju. Osim toga, B-katenin povezuje aktin i (preko a-
katenina) E-kadherin u adherentim spojistima, Sto doprinosi C&vrstoci
medustanicnih spojeva (38,39). Gubitak te povezanosti jedna je od karakteristika
malignih procesa. Osim tumor-supresorskog ucinka fosforilacije [(-katenina
otkriveno je da GSK3B moze fosforilirati i LRP i tako na njemu otkriti mjesto za

aksin te poti€e proliferaciju (40).

Mutacije gena GSK3B zasad nisu pronadene u ljudskim karcinomima, a €ini se i
da bi za potpunu inaktivaciju mutacijom morale biti zahvacene obje izoforme
enzima, Sto djeluje manje vjerojatno (41). Osim toga, Cini se da je uloga GSK3B u
Wnt signalnom putu neovisna o inaktivaciji enzima fosforilacijom serina-9 (42,43),
Sto se objasnjava kao zastita ovog izrazito vaznog puta za proliferaciju stanice od
aberantne aktivnosti uzrokovane inaktivacijom GSK3 nekom od kinaza. Takoder,
aksin vezZe i brojne druge supstrate osim [B-katenina (44) i omogucuje njihovu

fosforilaciju enzimom GSK3, a i koli¢ina aksina u stanici puno je niza od koli€ine



GSK3 (45) te izgleda da je dostupni aksin, a ne aktivnost GSK3(, ograni€avajuci
Cimbenik fosforilacije B-katenina ovim enzimom. Ipak, novije istrazivanje na
stanicnim linjjama humanog kolorektalnog karcinoma pokazuje smanjenu
aktivnost GSK3p i povecanu ekspresiju B-katenina uslijed aktivacije Akt u slu¢aju
povecéanog djelovanja PGC-1aq, izostanak tih u€inaka u stanicama s knockdown
PGC-1a i ponovnu prisutnost kad su knockdown stanice transficirane
konstitutivno aktivnom Akt kinazom (46). Realna je i moguc¢nost mutacije APC ili
B-katenina kao razlog zasto GSK3[ ne mozZe provesti fosforilaciju B-katenina i

uzrokovati njegovu razgradnju (20).

4.3.4. Signalni put Hedgehog

Ako na membranski receptor Patched (PTCH) nije vezan jedan od Hedgehog
liganda (HH), on inhibira drugi transmembranski protein Smoothened (SMO)
prijeCeci njegovu translokaciju u primarnu ciliju, a nizvodno PKA, CK1 i GSK3 (uz
SuFu i Kif7) €ine kompleks s jednim od proteina iz obitelji Gli. Glil iskljucivo je
aktivator signalnog puta i njegova je ekspresija rezultat aktivnog HH signaliziranja,
a funkcija Gli2 i Gli3 ovisna je o situaciji, s time da je Gli2 ¢eSce aktivator, a Gli3
cesSce represor (47). Gli1 nije supstrat GSK3, dok fosforilacija Gli2 i Gli3 uzrokuje
njihovu ubikvitinaciju i proteoliticku hidrolizu u proteasomu. Gli2 uglavhom se
posve razgraduje, a obradeni Gli3 odlazi u jezgru i djeluje kao represor
transkripcije (GIliR) (48-50). U sluaju vezanja liganda SMO biva aktiviran,
fosforiliraju ga CK1 i PKA te on djeluje na disocijaciju SuFu i Kif7 od Gli, koji
aktiviran fosforilacijom drugim kinazama odlazi u jezgru i djeluje kao transkripcijski
aktivator. Ciljni geni ovog signalnog puta uklju€uju komponente samog HH puta

GLI1, GLI2, PTCHL1, protoonkogene IGF2 i MYC te inhibitor apoptoze BCL2 (22).



GSK3p djeluje na vise komponenti signalnog puta HH. Fosforilirajuci Gli2 i Gli3,
GSK3B uzrokuje njihovu razgradnju ili poprimanje represorske funkcije te djeluje
kao negativni regulator signalnog puta (51,52). Medutim, fosforiliraju¢i SuFu,
GSK3B smanjuje njegovu sposobnost vezanja proteina Gli koji posljedicno odlazi

u jezgru te djeluje kao pozitivni regulator signalnog puta (53).

Suprotno ustaljenom shvacanju, Trnski i sur. predlazu da GSK3B aktivirana
fosforilacijom na Y216 ne moze fosforilirati Gli3 te on ne podlijeZe hidrolizi i u
cijeloj duljini kao aktivator (GliA) djeluje na transkripciju cilinih gena. S druge
strane, GSK3p fosforilirana na S9 (Sto bi trebala biti ,neaktivna“ varijanta enzima)
provodi odgovarajuéu fosforilaciju Gli3 i uzrokuje njegovu proteolizu i prelazak u
represorski oblik (54). Ista istrazivaCka skupina na temelju rada na uzorcima
pacijenata i stani¢nim linijama kolorektalnog karcinoma primjeéuje da fosforilacija
GSK3B na S9 uzrokovana LiCl kao inhibitorom GSK3B zapravo pridonosi
stvaranju kompleksa Gli3-SuFu-GSK3g i klasi¢noj fosforilaciji i inaktivaciji Gli3, za
razliku od potpunog nestanka enzima u knockdown stanicama za GSK3p, Sto
uzrokuje aktivaciju HH signalnog puta (54). Vaznost kompleksa Gli3-SuFu-

GSK3p za fosforilaciju Gli3 naglasavaju i Kise i sur. (55).

4.3.5. Signalni put NFkB

Vezanje TNF liganda na svoj receptor poti€e fosforilaciju molekule IkB, njenu
disocijaciju iz kompleksa s NFkB, ubikvitinaciju i razgradnju, a NFkB odlazi u
jezgru i potiCe transkripciju ciljnih gena (39). Prema istrazivanju Takade i sur. na
humanim fibroblastima GSK3B igra vaznu ulogu i u ovom signalnom putu.
Vezanje TNF aktivira GSK3p i pokrece kaskadu aktivacije kinaza: GSK3[ aktivira

MAP2K, a MAP2K aktivira IKK, koja fosforilira IkB. U fibroblastima s iskljuenim
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genom GSK3B nije doslo do prijenosa ovog signala, odnosno fosforilacije kB i
nuklearne translokacije NFkB (35). Osim ovog kanonskog puta, GSKS3f3
fosforilirajuci inhibitor p100 uzrokuje njegovu razgradnju i posljedi¢no pozitivho
regulira signalni put pospjeSujuci prezivljenje stanica multiplog mijeloma (56). S
druge strane, GSK3[ u astrocitima inhibira IKK i stabilizira IkB, (57) a na HelLa
stanicama pokazano je da GSKS3B fosforilacijom p65 podjedinice NFkB tu
molekulu usmjerava prema ubikvitinaciji i razgradnji, ¢ime preuzima ulogu

negativnog regulatora ovog signalnog puta (58).

4.3.6. Signalni put Notch

Notch signalni put uglavnom ko¢i diferencijaciju stanica (59). Aktivacija signalnog
puta Notch uzrokuje odvajanje unutarstanicne domene receptora Notch (Notch
intracellular domain — NICD). GSK3B in vitro na stani¢nim linijjama sisavaca
fosforilacijom u podrucjima serin/treonin-prolin-serin/treonin stabilizira NICD,
uzrokuje njegovu translokaciju u jezgru i transkripcijsku aktivnost (60). Sli¢no je
pokazano i na liniji humanih embrionalnih fibroblasta, a istrazivanje je provedeno
na receptoru Notchl (61). Medutim, Cini se i da GSK3pB spre€ava recikliranje
receptora Notchl i djeluje kao negativni regulator signalnog puta (62). S Notch2
rezultati takoder idu u prilog negativne regulacije — GSK3[3 fosforilira N2ICD
(Notch2 intracellular domain) i inhibira njegovu transkripcijsku aktivnost (63).
Inhibicija Notch3 potiCe apoptozu stanica hepatocelularnog karcinoma u odgovoru

na sorafenib, a Cini se da je taj u€inak posljedica inaktivacije GSK3p (64).

4.3.7. Signalni put TGF-f i epitelno-mezenhimalna tranzicija

U odgovoru na TGF-B kinaza ERK fosforilira i inaktivira GSK3f, a posljedi¢no se

stabilizira i nakuplja protein Snail, bitan za epitelno-mezenhimalnu tranziciju
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(EMT) (65,66) koja se ocituje gubitkom polarnosti epitelnih stanica, sklonosti
invazivnom rastu i metastaziranju (20). Suprotno tome, GSK3p moze smanijiti
osjetljivost stanice na ucinak TGF-B fosforilacijiom Smad3 uz pomo¢ aksina i
njegovim upucivanjem u razgradnju. Na protein Smad2, koji ima uzi spektar

interakcija s drugim proteinima, GSK3p u bazalnim uvjetima nema ucinka (67).

4.3.8. Signalni put p53

GSK3B fosforilira p53 prethodno fosforiliran DNA-protein-kinazom (DNA-PK). Te
fosforilacije blokiraju njegovu interakciju s inhibitornim MDM2 i pridonose
stabilizaciji p53 i njegovom djelovanju kao aktivatora transkripcije proapoptotickih
gena. Ova je aktivnost specific(na za GSK3[B, odnosno GSK3a ne provodi tu
fosforilaciju (68). Osim toga, aktivhost GSK3[ povecava se kad stupi u interakciju
s p53 mehanizmom neovisnim o fosforilaciji (69), a inhibicija GSK3p dovodi do
sekvestracije GSK3pB, MDM2 i p53 u citoplazmi, gdje p53 ne moze potaknuti
transkripciju (70). Nasuprot tome, pretpostavlja se da GSK3B moze djelovati i
antiapoptoticki fosforiliraju¢i MDM2 te tako izazvati aktivaciju MDM2 i razgradnju
p53 jer se pokazalo da inhibicia GSK3B pridonosi hipofosforilaciji MDM2 i
nakupljanju p53 te posljedinoj apoptozi kao reakciji na izloZzenost stanice

zraCenju (71).

4.4. Uloga GSK3B u apoptozi

GSK3B moZze djelovati i proapoptoti¢ki i antiapoptotiCki ovisno o vrsti stanica,

trenutnoj situaciji i stanju signalnih putova (22).

GSK3p potice apoptozu u stanjima hipoksije (72) i osteéenja DNA (69) inhibicijom

signala prezivljenja, kao §to su CREB i heat shock factor-1 (73), te aktivacijom

12



proapoptotiCkih transkripcijskih faktora, kao sto je p53 (69). Osim toga, GSK3f
fosforilacijom proteina Bax djeluje na njegovu lokalizaciju u mitohondriju i
proapoptotiCku funkciju (74). Inhibicija GSK3p smanjuje koliinu i aktivhost Bax
(75) i oslobadanje citokroma c iz mitohondrija, koji preko kaspaze 9 aktivira
kljuénu kaspazu 3 i potiCe apoptozu (69), Sto potvrduje ulogu GSK3B u promociji

apoptoze.

Suprotno gore navedenom, istrazivanja malignih stanica leukemije (76) i
multiformnog glioblastoma (77) pokazala su da inhibicija GSK3p pridonosi
apoptozi uslijed smanjenog djelovanja c-myb i posljediCne sniZzene aktivacije
antiapoptotickog gena BCL2, Sto ukazuje na antiapoptoticki ucinak enzima

GSK3B.

4.5. Uloga GSK3p u autofagiji

Autofagija je kompleksni mehanizam ukljuéen u razgradnju nepotrebnih ili
disfunkcionalnih stani¢nih komponenata njihovim odvajanjem u autofagosome,
koji se stapaju s lizosomima, pri ¢emu lizosomske hidrolaze konaéno provode
razgradnju (20). Deficit stani¢nih nutrijenata Cesto je uzro€nik pokretanja
autofagije (78). mTOR kinaza srediSnja je molekula u kontroli autofagije. Ona je
senzor unutarstani¢nih koli¢ina aminokiselina, ATP-a i hormona te djeluje kao

inhibitor autofagije (78,79).

GSK3p opire se autofagiji ve¢ svojim metabolickim u€inkom poticanja utilizacije
glukoze u stanici, a osim toga fosforilacijom proteina raptora (engl. regulatory-
associated protein of mTOR) povezanog s mTOR u sklopu mTORCL1 aktivira taj

kompleks i dodatno suprimira autofagiju, kao i izoforma GSK3a (80).

13



4.6. GSK3p i stanicni ciklus

GSK3p ima snazan utjecaj na stanicni ciklus jer su medu njezinim supstratima svi
njegovi glavni regulatori (ciklini, ciklin-ovisne kinaze, inhibitori u kontrolnim
toCkama i transkripcijski ¢Cimbenici) (22,81). GSK3p fosforilira cikline D i E kljuéne
za prelazak iz G1 u S-fazu i uzrokuje njihovu razgradnju (82,83). To potvrduje i
otkrice da inhibicija GSK3B u stanicama karcinoma gusteraCe suprimira
fosforilaciju Rb proteina kompleksom ciklin D1/CDK4/6 (84) pa se Cini da je
GSK3B jedan od promotora stanicnog ciklusa. GSK3[ fosforilira, medutim, i
transkripcijske faktore c-myc i c-fos (promotore prelaska u S-fazu) prethodno
fosforilirane kinazom DYRK2 i time poti€e njihovu razgradnju (85), zbog €ega se

istovremeno svrstava i u inhibitore stani¢nog ciklusa.

4.7. Uloga GSK3p u epitelno-mezenhimalnoj tranziciji i invazivnosti
tumora

Epitelno-mezenhimalna tranzicija obiljezena je gubitkom funkcionalnog E-
kadherina. Kao sto je ve¢ spomenuto u poglavlju 4.3.7., GSK3p fosforilacijom
inhibira protein Snail, represor transkripcije gena za E-kadherin te posredno
povecava ekspresiju E-kadherina, a snizava ekspresiju matriks-metaloproteinaza
(MMP) (86), €emu GSK3p pridonosi i poticanjem razgradnje B-katenina. Cini se,
dakle, da GSK3B pridonosi oCuvanju fenotipa mati¢ne stanice kod tumorskih
stanica, ali ne umanjuje njihov metastatski potencijal (87). Suprotno tome, Abe i

sur. zakljucili su da inhibicija GSK3p smanjuje ekspresiju MMP-2 (88).

4.8. GSK3B i rak

Na temelju dosad navedenog jasno je da je uloga GSK3B u razvoju raka i dalje

kontroverzna. Postoje dokazi za tumor-supresorski, kao i za onkogeni ucinak
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ovog enzima. GSK3B nacelno djeluje supresorski na kljucne signalne putove koji

imaju ulogu u razvoju raka, no ucinak enzima Cesto je viSestruk na svaki pojedini

signalni put pa su neki ucinci i proonkogeni. Sli€no je i s apoptozom; u nekim

tumorskim stanicama GSK3p povecava ekspresiju antiapoptotickog Bcl-2, dok u

nekima poti¢e funkciju proapoptotickog Bax. Cini se da je utjecaj GSK3B na

autofagiju nedvosmislen — GSK3p inhibira taj proces, ali u€inak same autofagije

nije posve jasan u kontekstu razvoja tumora. Autofagija s jedne strane oslobada

metaboliCke prekursore potrebne za tumorski rast ili sintezu ATP-a, Sto bi

djelovalo u smjeru progresije tumora, dok je s druge strane pokazano da su geni

odgovorni za ovaj proces u tumorskim stanicama Cesto deletirani, utiSani ili

mutirani (20,89). Utjecaj GSK3p na stani¢ni ciklus ponovno je dvojak. Sazeto su

sva ta svojstva navedena u Tablici 2.

Tablica 2. Ucinci GSK3p koji pospjesuju i inhibiraju tumorski rast i invazivnost

Signalni put ili proces | Pospjesenje rasta ili | Inhibicija rasta ili
invazivnosti invazivnosti
wnt Fosforilacija LRP (40) Fosforilacija B-katenina (39)
HH Fosforilacija SuFu (53) Fosforilacija Gli2 i Gli3 (51)
Notch Fosforilacija N1ICD (60,61) | Fosforilacija N2ICD (63)
SprecCavanje recikliranja
Notchl (62)
NFkB Fosforilacijia  MAP2K i | Inaktivacija IKK (57)
aktivacija IKK (35) Fosforilacija p65 (58)
Fosforilacija p100 (56)
TGF- B Fosforilacija Smad3 (67) Fosforilacija Snail (20)
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p53 Fosforilacija MDM2 (71) Fosforilacija TP53 (68)
Apoptoza Aktivacija Bcl-2 i c-myb | Inhibicija CREB i heat
(76,77) shock factor-1 (73)
Fosforilacija TP53 (68)
Aktivacija Bax (74)
Autofagija Supresija autofagije (80)

Stanicéni ciklus

Fosforilacija c-myc i c-fos

(85)

Fosforilacija ciklina D i E

(82,83)

Staniéni metabolizam

Iskoristenje glukoze

UCinci GSK3B ispitani su dosad u mnogim tumorima te je, sukladno gore

navedenom, u nekima pokazan proonkogeni, a u nekima tumor-supresorski

ucinak. U Tablici 3. prikazani su ti rezultati.

Tablica 3. UCinak GSK3 u humanim malignim tumorima

ucinak tumor Ref.
Multiformni glioblastom (77)

Karcinom gusterace (90,91)

Proonkogeni | Kolorektalni karcinom (36,92)
Karcinom bubrega (93)
Sinovijalni sarkom, fibrosarkom (88)
Melanom (94)
Tumor- Karcinom dojke (95)
supresorski Karcinom usne Supljine (96)
Karcinom plu¢a 97)
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5. ULOGA GSK3B U KARCINOMU JAJNIKA

5.1. GSKB3p kao €imbenik u razvoju karcinoma jajnika

Istrazivanje GSK3p kao Cimbenika u razvoju karcinoma jajnika pocelo je krajem
90-ih godina dvadesetog stolje¢a kad je analiza 61 uzorka karcinoma jajnika
razliCitih histoloskih tipova u Japanu otkrila da je 33% uzoraka endometrioidnog i
14% uzoraka mucinoznog karcinoma nosilo mutaciju gena za (3-katenin. Sve su te
mutacije mijenjale serinske i treoninske ostatke koji su potencijalna ciljna mjesta
fosforilacije enzimom GSK3[, Sto je uzrokovalo translokaciju B-katenina u jezgru i
njegovu jaku nuklearnu ekspresiju. ProsjeCna dob takvih pacijentica bila je
desetak godina niZza od prosjecne dobi svih pacijentica uklju¢enih u istrazivanje
(98). 2003. prva je studija pokazala poveCanu ekspresiju GSK3B u
adenokarcinomima jajnika. Osim toga uocena je povecana ekspresija 3-katenina
te smanjena ekspresija APC. Na stani¢nim linijjama karcinoma jajnika pronadena
je i nuklearna lokalizacija B-katenina, $to nije bio slu€aj na uzorcima tkiva
karcinoma. To je objasnjeno povecanom ekspresijom E-kadherina koji veze -
katenin u kompleks perimembranskih proteina. Ostalo je pitanje je li B-katenin u
razvoj karcinoma jajnika uklju¢en kao transkripcijski aktivator, stabilizator
integriteta stanice ili oboje (99). Nadalje, Usongo i sur. nalaze membransku
ekspresiju B-katenina u normalnim povrsinskim stanicama jajnika, dok stimulacija
istih stanica Wnt3a ligandom ili inhibicijom GSK3p litijjevim kloridom (LiCl)
uzrokuje proliferaciju tih stanica i nuklearnu ekspresiju B-katenina, ali, zanimljivo,

ne i transkripciju njegovih ciljnih gena (100).

U usporedbi s Wnt putom HH i p53 put relativno su manje zastupljeni u
istrazivanjima. Pokazano je da inhibicija GSK3B smanjuje ekspresiju

aktivatorskog GIli3A i ekspresiju PTCH kao markera aktivnosti HH signalnog puta
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(101). UocCeno je da GSK3B u karcinomskim stanicama smanjuje prisutnost
tumor-supresorske mikroRNA Let-7, a €ini se da je u mehanizam ukljucen p53.
Njegova je ekspresija pak, suprotno oCekivanjima, bila manja pri aktivnom GSK3[3
i povecala se nakon inhibicije GSK3B (102). Moguce je objasnjenje da oSteCena
regulacija glikozilacije proteina u tumorskim stanicama uzrokuje nakupljanje tih
proteina u endoplazmatskom retikulumu i razvoj stresa endoplazmatskog
retikuluma. Takvo stanje joS nepoznatim mehanizmom poti¢e aktivnost enzima
GSK3p, koji fosforilira p53 na serinu 376, Sto djeluje kao biljeg za njegovu
razgradnju (103). Suprotno tome, istrazivanje resveratrola kao induktora apoptoze
aktivacijom GSK3[, supresijom N-glikozilacije proteina i izazivanjem stresa u
endoplazmatskom retikulumu ukazuje na proapoptoticni ucinak GSK3B i

posljedi¢nog stresa u endoplazmatskom retikulumu (104).

Wulfkuhle i sur. otkrivaju da ekspresija GSK3B viSe varira unutar uzoraka istog
histoloSkog tipa nego izmedu razliCitih tipova te stoga naglasavaju vaznost
individualnog pristupa svakoj pacijentici (105). Cao i sur. imunohistokemijski
odreduju ukupnu ekspresiju GSK3B, kao i ekspresiju enzima fosforiliranog na
serinu 9 (pGSK3B-S9). | oni nalaze povec¢anu ukupnu ekspresiju, a ekspresija
fosforiliranog oblika razlikovala se u dvije stani¢ne linije ukljuCene u istrazivanje.
Oni eksperimentalno provode inhibiciju GSK3[B litjevim kloridom (LiCl), koji
povecava fosforilaciju GSK3B na serinu 9, i spojem SB216763, koji je specifi¢ni
kompetitivni inhibitor na veznom mjestu enzima za adenozin-trifosfat (ATP). Stoga
su ocCekivani rezultati da su stanice tretirane s LiCl imale povecanu ekspresiju
pGSK3B-S9, a one tretirane SB216763 nepromijenjenu. Ukupna ekspresija
GSK3[B takoder je ostala nepromijenjena. Broj stanica bio je smanjen nakon

inhibicije GSK3 bilo kojim od inhibitora, $to je navelo istrazivace na zaklju¢ak o
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ulozi GSK3B kao promotora proliferacije i tumorskog rasta. Osim toga, razine
ciklina D bile su znaCajno niZze nakon inhibicije GSK3B, a ponovno su se
povecCavale nakon transfekcije stanica konstitutivno aktivnom formom GSK3-
S9A. Navedena eksperimentalna opazanja u suprotnosti su s teorijskim
oCekivanjima da GSK3p fosforilira ciklin D, nakon Cega dolazi do njegove
razgradnje. Vaznost fosforilacije i razgradnje ciklina D (doduSe spojem ShetA2
neovisno o enzimu GSK3B) u zaustavljanju progresije stani€nog ciklusa u
stanicama karcinoma jajnika, €ak i u uvjetima konstitutivne ekspresije ciklina E,
naglasavaju i Masamha i Benbrook 2009 (106). Studija Cao i sur. zakljuCuje stoga
da je GSK3B glavna pokretacka sila u razvoju karcinoma jajnika suprotno
tradicionalnom poimanju GSK3B kao supresora tumorskog rasta. To je
objasnjeno metaboli¢kim utjecajem GSK3B u vidu smanjene sinteze glikogena i
povecane razgradnje glukoze procesom glikolize i njena metaboliCkog iskoriStenja
(107), a poznato je da tumorske stanice imaju vece potrebe za energijom (108) i
da u energetskim procesima ovise uglavnom o glikolizi (109). Osim toga naglasen
je onkogeni uc€inak GSK3p na NFkB putu (iako je to samo pretpostavka jer utjecaj
GSK3B na NFkB put takoder mozZe biti dvosmjeran) (107). MetaboliCki efekt
inhibicije glikolize vazan je segment antitumorskog ucinka apatiniba, koji osim
toga smanjuje ekspresiju fosforilirane (i aktivne) forme VEGF-receptora 2 i Akt te
inaktivhe pGSK3[3-S9 te dovodi do supresije rasta malignih stanica stanic¢nih linija
ovarijskog karcinoma i in vitro i in vivo presadenih u misa (110). Fu i sur. ponovno
imunohistokemijski odreduju ekspresiju GSK3p u uzorcima karcinoma jajnika uz
ekspresiju aktivne forme fosforilirane na tirozinu 216 pGSK3B-Y216. Kao i
prethodnici, pronalaze povecanu ekspresiju GSK3B, ali i povec¢anu ekspresiju

aktivnog oblika pGSK3B-Y216, Sto snazno sugerira proonkogenu ulogu enzima.
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Stovise, veéu ekspresiju GSK3B nalaze u uzorcima pacijentica koje su bile u
viSem FIGO stadiju i imale vecte serumske razine biliega CA-125. Ekspresija
aktivne forme pGSK3B-Y216 korelira ne samo s visSim FIGO stadijem i viSom
razinom CA-125 nego i s postojanjem rezidualne tumorske mase i slabijim
odgovorom na lijeCenje kemoterapijom. Usporedbom Kaplan-Meierovih krivulja
pacijentica s visokom i niskom ekspresijom GSK3B i pGSK3B-Y216 nadeno je
statistiCki znaCajno krace prezivljenje u skupinama s visokim ekspresijama.
Inhibicija GSK3B na stani¢nim linijama ponovno dovodi do inhibicije tumorskog
rasta, Sto je pokazano i s transplantatima tumorskih stanica miSevima — mase
tumora bile su znac¢ajno nize kod miSeva koji su dobivali LiCl, dok su se volumeni
tumora znacCajno razlikovali tijekom trajanja eksperimenta, ali ne i na njegovu

kraju (111).

S obzirom na podatke o povecanoj ekspresiji i pretpostavljenoj hiperaktivnosti
GSK3B u karcinomima jajnika viSe se istrazivanja bavilo uzvodnom regulacijom
enzima, prvenstveno ekspresijom i aktivno$¢u kinaze Akt koja fosforilacijom
inaktivira GSK3B. Do i sur. istrazuju utjecaj peptidnog hormona aktivina A na
Akt/GSK3 signalnu kaskadu. Aktivin A jedan je od regulatora razvoja folikula i
ekspresije gena za B-lanac folikulostimulacijskog hormona (FSH) (112,113).
Djeluje preko Smad proteina (slicno kao i TGF-B) ili neovisno o njima preko
MAPK i PIP3K (114). Nema utjecaj na proliferaciju normalnih epitelnih stanica
jajnika, medutim potiCe bujanje karcinomskih stanica (115). Pokazalo se da
aktivin A aktivira Akt i posljedi¢no se fosforilira (na serinu 9) i inaktivira GSK3f3
mnogo izrazitije nego GSK3a. Imunohistokemijski izrazaj pGSK3B-S9 razlikovao
se ovisno o0 malignosti tumora. Benigni tumori eksprimirali su pGSK3p-S9

pretezno samo polarizirano uz apikalne tijesne spojeve, tumori granicne
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malignosti mjeSovito (i difuzno i polarizirano), a maligni tumori difuzno.
Inaktivacijski status GSK3 korelirao je s prezivlienjem tako da su pacijentice s
nizom razinom inaktivnog GSK3B preZivljavale statisticki znacajno dulje (116).
Ova studija dakle zagovara supresorski ucCinak GSK3B na razvoj karcinoma
jajnika jer njegova inhibicija pridonosi tumorskom rastu. Sli¢nho nalaze Cianfrocca
i sur. istrazujuci aktivaciju Akt preko endotelinskog receptora u odgovoru na
endotelin-1. Osim fosforilacije i inhibicije GSK3[ kaskadom endotelinski receptor
— B-arestin — PIP3K — kinaza povezana s integrinima (ILK) — Akt — GSK3p,
otkrili su da aktivacija endotelinskog receptora uzrokuje iskljuenje GSK3p iz
kompleksa koji veze i degradira p-katenin (117). Gwak i sur. takoder su ispitivali
utjecaj inhibicije Akt na proliferaciju stanicnih linija karcinoma jajnika i otkrili da
metformin smanjuje brzinu tumorskog rasta in vitro, a predlozeni je mehanizam
ve¢ poznata aktivacija AMPK kinaze metforminom (118), koja fosforilira i inhibira
Akt, a to dovodi do smanjenja fosforilacije GSK3p i njene aktivacije. Aktivirana
GSK3[ tada fosforilira ciklin D i dolazi do njegove razgradnje, kako je i opisano u
prethodnom poglaviju (119). Osim ve¢ opisanog proapoptoticnog ucinka
izazivanjem stresa endoplazmatskog retikuluma, resveratrol inhibira i Akt i ERK te
tako reaktivira GSK3B na stanicama linije OVCAR-3, $to kao posljedicu ima
snizenu ekspresiju ciklina D1 i redukciju broja tumorskih stanica (120). | drugi
inhibitori Akt (GSK690693, GSK2141795, GDC-0068, MK-2206, AKT-IN-1, AKT-
IN-2) postigli su statisticki zna€ajnu redukciju tumorske mase u miSeva s
transplantiranim malignim stanicama podrijetla stani¢nih linija humanih karcinoma

jajnika te su neki od njih usli u klinicke studije (121).
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5.2. Uloga GSK3B u EMT, neoangiogenezi i invazivnosti karcinoma jajnika

Sukladno svojem mezotelnom podrijetlu normalne stanice pokrovnog epitela
jajnika eksprimiraju mezenhimalni N-kadherin, a ne epitelni E-kadherin (122). Tek
stanice zahvacCene metaplazijom eksprimiraju E-kadherin, a E-kadherin u
stanicama jajnika moze potaknuti EMT (123). Stanice ranih karcinoma takoder
pokazuju ekspresiju E-kadherina, dok stanice uznapredovalih karcinoma, a
osobito metastaza imaju nisku ekspresiju (124), Sto ide u prilog gubitku E-
kadherina kao preduvjetu invazivnosti. Smatra se da je Snail uz B-katenin klju¢an
faktor u indukciji EMT, a pacijentice Ciji karcinomi pokazuju viSu razinu ekspresije
Snail imaju i znadajno kraée prezivljenje (125). Cini se da putovi TGF-B i Wnt
aktivirani svaki pojedinatno usmjeravaju tumorsku stanicu prema EMT (126), ali
zanimljivi su rezultati Mitre i Roya da isti putovi aktivirani zajedno taj proces
suprimiraju. StoviSe, o koncentraciji inhibitora GSK3pB litjeva klorida ovisi
ekspresija (B-katenina, a o njoj sudbina procesa EMT. Nize doze LiCl i nize
koncentracije B-katenina zaustavljale su EMT, a viSe doze LiCl i viSe
koncentracije B-katenina poticale su EMT, €ak i bez istovremene koaktivacije puta

TGF-B (127).

Osim ve¢ spomenutog proliferacijskog ucinka, aktivacija endotelinskog receptora
potiCe i EMT uslijed inhibicije GSK3p kinazama ILK i Akt, smanjene razgradnje -
katenina i Snail te njihovih transkripcijskih u€inaka. Smanjuje se ekspresija E-
kadherina i ponovno javlja mezenhimalni N-kadherin (128). Sli¢an ucinak postize
i molekula FOXC2 aktivacijom Akt i/ili ERK u stani¢nim linijama karcinoma jajnika
rezistentnima na cisplatinu (129). Ulogu GSK3B u supresiji EMT potvrduje i

¢injenica da spojevi koji smanjuju stupanj fosforilacije GSK3B na serinu 9 i
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pridonose njenoj reaktivaciji (emodin, antrakinon izoliran iz biljaka rabarbare i
aloe, i molekula sPSB3) inhibiraju EMT na stanicnim linijama karcinoma jajnika
(130-132), Sto je nedavno pokazano i za male RNA molekule miR16 i miR203a-
3p premda joS nije poznat to€an molekularni mehanizam preko kojeg reaktiviraju

GSK3B (133,134).

Istrazivanje Burkhalter i sur. pokazalo je da integrini a2, a3 i f1 imaju vaznu i
kompleksnu ulogu u EMT i kontroli razine 3-katenina jer smanjuju membransku
ekspresiju E-kadherina (vjerojatno preraspodjelom stani¢nog E-kadherina jer ne
smanjuju njegovu ukupnu ekspresiju), Sto samo po sebi pospjeSuje EMT. Osim
toga, B-katenin osloboden iz kompleksa s E-kadherinom odlazi u jezgru i potiCe
transkripciju ciljnih gena (prvenstveno matriks-metaloproteinaza), Sto opet ide u
prilog EMT i nudi moguce objasnjenje za hiperaktivaciju Wnt puta i bez mutacija ili
epigenetskog utiSavanja njegovih komponenata (135). Povrh toga, integrin 31
aktivira ILK kinazu koja fosforilira i inhibira GSK3[3, Sto dalje doprinosi akumulaciji
B-katenina. Prema Lu i sur. dio u€inka emodina moze se objasniti inhibicijom ILK i

restitucijom aktivnosti GSK38 (131).

U uvjetima normalne opskrbe kisikom GSK3B suprimira proces neoangiogeneze
fosforilirajuci hipoksijom induciran faktor 1 (engl. hypoxia induced factor 1; Hifl),
C¢ime se povecCava njegov afinitet prema ubikvitin-ligazi, pri ¢emu dolazi do
ubikvitinacije i razgradnje Hifl. U stanjima hipoksije smanjuje se aktivhost GSK3f3
te dolazi do stabilizacije Hifl, transkripcije njegovog ciljnog gena VEGF i
posljedi¢no do angiogeneze (136). Djelujuci na susjedne stanice, VEGF aktivira
Akt i dodatno suprimira aktivnost GSK3B (137). Uslijed hipoksije pojatano se
sintetizira i prijenosnik glukoze GLUT1, a citotoksi¢na aktivnost doksorubicina i

cisplatine znacajno je reducirana (138).
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5.3. GSK3p kao €imbenik rezistencije na terapiju

In vitro rezultati pokazuju da se ekspresija GSK3p mijenja u malignim stanicama
rezistentnima na tri vazna kemoterapeutika koji se koriste u terapiji karcinoma
jajnika, pa je oCekivano da GSK3[ ima odredenu ulogu u toj rezistenciji (139—

141).

5.3.1. Vinkristin

Opetovanim izlaganjem stanica linije SKOV3 vinkristinu dobivena je subpopulacija
stanica rezistentnih na ovaj lijek. Molekularnobioloskim metodama pokazano je da
su te stanice imale statistiCki znaCajno vece razine liganda Wnt5a, survivina i 3-
katenina te povecanu fosforilaciju Akt i GSK3B (na serinu 9). UtiSavanje gena
Wnt5a, kao i inhibicija PIP3K, uspjeli su smanijiti izraZaj survivina i B-katenina te
smanijiti razinu fosforilacije kinaza Akt i GSK3p. Cini se da hiperaktivacija Wnt
puta smanjenjem aktivnosti GSK3B i nakupljanjem B-katenina pridonosi

rezistenciji tumora na vinkristin (139).

5.3.2. Paklitaksel

U stanicama karcinoma jajnika rezistentima na paklitaksel (dobivenim analogno
stanicama rezistentnima na vinkristin) uoCena je povecana ekspresija proteina
Dishevelled, pozitivnog regulatora Wnt puta. Nizvodno je bila poveéana
fosforilacija GSK3B na serinu 9, kao i ekspresija i nuklearna lokalizacija [-
katenina te ekspresija njegovih cilinih gena ukljuCenih u rezistenciju na
kemoterapiju opc¢enito (MDR1) i negativnih aktivatora apoptoze (BCL2), Sto se
¢ini kljuénim ucincima u rezistenciji na lijek. U inhibiciju aktivhosti GSK3 i ovim

signalnim mehanizmom ukljuCena je Akt kinaza. Dodavanje inhibitora proteina
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Dishevelled, kao i inhibitora Akt, dovelo je do regresije gore opisanih uCinaka i
reaktivacije GSK3p (140). Druga grupa kineskih znanstvenika izvjeStava, pak, o
povecanoj ukupnoj ekspresiji GSK3 u stanicama rezistentnima na paklitaksel,
nasavsi 4 puta vecCu ekspresiju GSK3 u rezistentnim stanicama. Buduci da
stanice linijje SKOV3 kojima su se koristili normalno ne eksprimiraju GSK3a (11),
djeluje vjerojatno da bar dio te ekspresije otpada na GSK3B. Medutim, nije
odredena ekspresija fosforilirane forme, tako da je moguce da je rije€ o povecanoj

ekspresiji neaktivnoga enzima koja, shodno tome, ne bi pridonosila rezistenciji.

5.3.3. Cisplatina

Stanice stani¢nih linija karcinoma jajnika rezistentne na cisplatinu imale su
podjednaku ekspresiju ukupne GSK3B i forme fosforilirane na tirozinu 216
pGSK3B-Y216, ali znacajno vecu ekspresiju utiSane pGSK3B-S9. Ulogu GSK3B u
protekciji stanica od rezistencije na cisplatinu dodatno potkrepljuju Cinjenice da
stanice tretirane inhibitorom GSK3B LiCl imaju znacajno nizu stopu apoptotske
smrti stanica u odgovoru na cisplatinu, da je za takve stanice inhibitorna
koncentracija 50 (ICsp) cisplatine znacajno visa te da se opisani uc€inci ponistavaju
transfekcijom  konstitutivno aktivne forme GSK3B-S9A koja ne podlijeze
fosforilaciji na serinu 9 (141). Flavonoid iz citrusnog voc¢a tangeretin u in vitro
uvjetima uspijevao je rezistentim stanicama vratiti svojstvo osjetljivosti na
cisplatinu, a taj je u€inak bio 60% slabiji u stanicama tretiranima inhibitorom
GSK3pB (142). Aktivnost GSK3[ pokazala se nizom u rezistentnim stanicama i u
istrazivanju ucinka mikroRNA mi-R29 na cisplatinsku rezistenciju, uz povisenu
aktivnost ERK, ali nepromijenjenu aktivhost Akt u odnosu na ishodiSnu stani¢nu

liniju (143).
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5.4. Ekspresija GSK3B kao prognosticki €imbenik

U dosadasnjem tekstu veC su izneseni medusobno suprotni rezultati dviju studija
koje su se bavile ekspresijom GSK3B kao prognostiCkim c¢imbenikom kod
bolesnica s karcinomom jajnika: prema Fu i sur. preZivljenje je dulje kod
pacijentica s nizim ekspresijama GSK3p i aktivne forme pGSK3p-Y216 (111), dok
je prema Do i sur. prezivlienje dulje kod pacijentica s nizim ekspresijama
neaktivne forme pGSK3[3-S9 (116). Trece pak istrazivanje, Shin i sur., ograni¢eno
samo na serozne karcinome jajnika, nalazi da je u pacijentica s visom
ekspresijom ukupne GSK3p niZi udio onih koje su u FIGO stadijima 3 i 4, blizu
razine statisticke znacajnosti od p=0,05, ali ipak bez nje. Osim toga, za razliku od
DNA-PK, Akt3 i p53, Cija je poviSena ekspresija jasno korelirala s nizim
prezivlienjem, GSK3B nije se pokazao korisnim billegom preZivljenja jer su
pacijentice s pove¢anom ekspresijom imale nesto vise prezivljenje, ali ponovno
bez statistiCke znaCajnosti, u ovom slucaju s puno vecom p vrijednoScu od 0,39

(14).

5.5. GSK3p kao meta terapije

S obzirom na razliCite pretpostavljene uloge enzima GSK3B u promociji ili
zaustavljanju tumorskog rasta razliCite studije predstavljaju razliCite strategije

terapije usmjerene na GSK3[.

5.5.1. Aktivacija GSK3p kao terapijska strategija

Vel je spomenuto istraZivanje u kojem je metforminom inducirana aktivacija
AMPK in vitro izazvala inhibiciju Akt i obnovu aktivhosti GSK3p te je uslijed toga

nadena smanjena ekspresija ciklina D1 zbog povecane razgradnje, kao i zastoj
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stanica u G1 fazi ciklusa (119). Neovisno o mehanizmu ucinka, povoljan utjecaj
metformina na prezivljenje pacijentica s karcinomom jajnika otkrilo je nekoliko

studija (144,145), a potvrden je u nedavno objavljenoj metaanalizi (146).

Inhibitori Akt aktiviraju GSK3[3, a desetak njih uSlo je u klinicka ispitivanja za

lije€enje karcinoma jajnika (147).

Osim konvencionalnih lijekova ispitivani su ucinci nekih fitokemikalija i lijekova
tradicionalne kineske medicine na aktivhost GSK3B u stanicama jajnika i njihova

uloga u supresiji tumorskog rasta.

Ekstrakt gliive Trametes robiniophila (kineski huaier) i fuling zrnca (mjeSavina
biljaka Aconitum napellus, Wolfiporia extensa, Patrinia heterophylla i korijena
biljke Paeonia rubra), terapijska sredstva kojima se Koristi tradicionalna kineska
medicina, takoder djeluju kao inhibitori Akt, reduciraju ekspresiju B-katenina i
induciraju apoptozu, dok fuling zrnca dodatno djeluju kao inhibitori signalnog puta

TGF-B i suprimiraju EMT (148,149).

Polifenol resveratrol, sastojak crnih vina, koji djeluje protuupalno i S§titi od
oksidacijskog ostec¢enja, ima vise ucinaka na redukciju tumorske mase (150).
Dokazano je da mozZe inhibirati Akt i ERK i potaknuti ponovnu aktivhost GSK3 in
vitro na stanic¢nim linijama karcinoma jajnika (120) te potaknuti apoptozu malignih

stanica (104).

5.5.2. Inhibicija GSK3[ kao terapijska strategija

Vise se studija bavilo suprotnom strategijom, inhibicijom GSK3p u uvjetima

njegove povecéane ekspresije.

Litijev klorid, ve¢ spomenut u tekstu, na dva nacina inhibira aktivhost GSK3[3:
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litijev kation natjeCe se s magnezijevim za vezna mjesta na enzimu, a kako mu je
naboj 1+ u usporedbi s magnezijevih 2+, time mijenja gusto¢u naboja oko enzima.
(151) Osim toga, litijev klorid potice inaktivacijsku fosforilaciju GSK3p na serinu 9
(152). U suprotnosti s rezultatima Cao i sur., koji su opazili smanjen broj stanica i
smanjenu ekspresiju ciklina D nakon izlaganja stanica litjevu kloridu, kao i
smanjenu tumorsku masu in vivo (107), novije istrazivanje Novetskyja i sur.
izvjeStava o minimalno znacajnoj aktivnosti samog litijeva klorida u redukciji broja
stanica te posve beznacajnoj aktivnosti litijeva klorida udruzenog s cisplatinom ili
paklitakselom. Prema njihovim rezultatima jedino je statistiCki zna¢ajno smanjenje
metaboliCke aktivnosti stanica, i to nakon izlozenosti litijevu kloridu u koncentraciji
od 10 mM (kojom su se koristili i Cao i sur.), dok koncentracija LiCl od 1 mM

nema nikakvih u€inaka (153).

Spoj 9ING41 takoder potiCe fosforilaciju GSK3B na serinu 9, ali djeluje i kao
kompetitivni inhibitor veznog mjesta za ATP. Nakon njegove primjene u
stanicama linije SKOV3 primijecena je povecana ekspresija ciklina D1, §to je u
skladu s teorijskim postavkama da inhibicija GSK3p dovodi do stabilizacije i
nakupljanja ciklina D1. Medutim, unatoC toj povecanoj ekspresiji ciklina D1, nije
doSlo do ubrzane proliferacije stanica, nego je, ba$ naprotiv, pojatan proces
apoptoze. 9ING41 uspjeSno je reducirao tumorsku masu kod miSeva s
transplantiranim malignim stanicama karcinoma jajnika, a pritom nije izazivao
nuspojave bez obzira na put primjene. Primjena litijeva klorida u ovom istrazivanju

nije reducirala tumorsku masu in vivo (154).

(2Z,3E)-6-bromoindirubin-3'-oksim (BIO) kompetitivni je inhibitor GSK3p na
veznom mjestu za ATP koji se pokazao djelotvornim u supresiji proliferacije i

redukciji broja stanica na staniCnim linijjama karcinoma dojke, karcinoma
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gusteraCe, osteosarkoma i melanoma (155-158). Yu i Zhao pokazali su da BIO
postize iste u€inke i na stanicnim linijjama karcinoma jajnika, uz smanjenje broja
stanica u S i M fazi ciklusa te smanjenje broja invazivnih i migrirajuéih stanica, a u
pozadini tih uCinaka bila je smanjena ekspresija GSK3[3, B-katenina i matriks-

metaloproteinaza te odgovaraju¢ih mMRNA molekula za te proteine (159).

Slicno tome spoj AZD1080 (takoder kompetitivni inhibitor veznog mjesta za ATP)
smanjuje ekspresiju mRNA i proteina GSK33, CDK1, CDK2, ciklina D1, MMP9 i
Bcl-xL, usporava proliferaciju, formiranje filopodija, invazivnost i metastaziranje

stani¢nih linija karcinoma jajnika (160).

Gao i sur. razvili su, pod pretpostavkom da se inhibicija kompetitivnim inhibitorima
moZze nadvladati pove¢anom koli€inom supstrata, niz nekompetitivnin odnosno
alosteriCkih inhibitora enzima GSK3f, od kojih je veéina pokazala umjerenu
antiproliferacijsku aktivnost na stani¢nim linijama karcinoma jajnika. Aktivnost ovih
spojeva na dvjema stani¢nim linijama (A2780 i OVCA433) mijenjala se u ovisnosti
o broju ugljikovih atoma u njihovoj strukturi, a spoj radnog naziva 20g postizao je
najveci antiproliferacijski i proapoptoti¢ni u¢inak na objema ispitanim liniama, kao
i najvecu specificnost upravo prema kinazi GSK3. Njegovi su ucinci potvrdeni i in
vivo na misjim modelima s transplantiranim tumorskim stanicama humanih

stanicnih linija karcinoma jajnika (161).

Ursoli¢na kiselina izolirana iz bilike Oldenlandia diffusa inducirala je apoptozu u
stanicama leukemije, melanoma te karcinoma prostate, dojke i kolona djelujuéi na
razli€ite signalne putove (Akt, NFkB, ERK, c-Jun) i koncentraciju kisikovih radikala
(162-166). Na stani¢nim linijama karcinoma jajnika SKOV3 i A2780 pokazalo se

da ursoli¢na kiselina potic¢e fosforilaciju GSK3p na serinu 9 i njenu inaktivaciju,
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stabilizaciju i nakupljanje B-katenina te, iznenadujuce, smanjenu ekspresiju
signala za prezivljenje stanice (c-Myc i Bcl-xL) i MMP enzima, $to u konacnici

dovodi do apoptoze i smanjene invazivnosti malignih stanica (167).

Inhibitor GSK3[3 enzastaurin usao je u drugu fazu klini¢kih ispitivanja u sklopu triju
razliCitih studija, od kojih jedna ima objavljene rezultate: na uzorku od 27
pacijentica s karcinomom jajnika u monoterapiji enzastaurinom naden je medijani
OS (ukupno prezivljenje, engl. overall survival) od 15,1 mjeseci (istrazivanje jos
traje) i medijani PFS (prezivljenje bez progresije bolesti, engl. progression-free
survival) od svega 1,8 mjeseci, a 12 pacijentica dozivjelo je teze nuspojave

lije€enja (168).
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6. RASPRAVA | ZAKLJUCAK

Kao i opcenito u razvoju tumora, uloga GSK3p ne moze se jednozna¢no odrediti

ni u razvoju karcinoma jajnika jer postoje rezultati znanstvenih istrazivanja koji idu

u prilog oba shvacanja. U Tablici 4. sumarno su dani rezultati pregleda literature

iz 5. poglavlja ovog rada.

Tablica 4. UCinak GSK3[ u razvoju karcinoma jajnika

GSK3p kao promotor rasta karcinoma

jajnika

GSK3p kao supresor rasta karcinoma

jajnika

- povecana ekspresija GSK3B u
uzorcima karcinoma (99,107,111)

- represija supresorske miRNA Let-7
(102)

- smanjena proliferacija  nakon
inhibicije GSK3p (107)

- povecana ekspresija aktivne forme
pGSK3B-Y216 u karcinomskim
stanicama (111)

- veCe prezivljenje pacijentica s nizom

ekspresijom GSK3[ (111)

- mutacije B-katenina na mjestu
fosforilacije GSK3p u
karcinomskim stanicama (98)

- inhibicija GSK3B dovodi do
proliferacije tumorskih stanica
(100,115,117,119,121)

- vecCe prezivlenje pacijentica s
nizom ekspresijom inaktivhe
PGSK3B-S9 (116)

- inhibicija EMT (94,130,132,134)

- inhibicija neoangiogeneze (136)

Za rasvjetljavanje uloge GSK3[ neophodna su dodatna istraZivanja. Na nekima

od signalnih putova opisanih u uvodnom prikazu enzima GSKS3f nije provedeno

nijedno istraZivanje funkcije GSK3B na stanicama karcinoma jajnika (npr. Notch),

Sto je potrebno jer ovaj enzim vrsi razli€ite uloge ovisno o vrsti stanice. Osim toga,

signalni se putovi promatraju izolirano, a tako se gubi moguc¢nost sagledavanja
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GSK3B iz Sire perspektive — GSK3B kao enzim s brojnim aktivatorima i
represorima te brojnim ciljnim molekulama (supstratima) potencijalno je mjesto

interakcije izmedu viSe razli€itih signalnih putova (engl. crosstalk) (169).

Istrazivanja koja se bave ekspresijom GSK3p u karcinomima jajnika uglavnom
izvjeStavaju o povisenoj ekspresiji tog enzima, a jedno je istrazivanje osim ukupne
ekspresije mijerilo i ekspresiju aktivne forme pGSK3B-Y216 te se iz njegovih
rezultata Cini da je u karcinomima jajnika povecana i ekspresija i aktivhost GSK3[3
(111). No, ekspresija inaktivne forme fosforilirane na serinu 9 nije mjerena u
ovakvim istrazivanjima, a rezultati su konzistentni neovisno o koriStenim stani¢nim
linijama. Premda povecCana ekspresija ne implicira nuzno i povec¢anu aktivaciju ili
aktivnost enzima i premda nisu mjerene ekspresije inaktivne forme na koju
teoretski mozZe otpadati velik dio ukupne ekspresije, istraZivanja ekspresije
GSK3B na staniénim linjama i uzorcima karcinoma jajnika praktiCki su
jednoglasna u ocjeni povecane ekspresije, pretpostavljene povecane aktivnosti i

promotorske uloge enzima u razvoju karcinoma (99,107,111).

S druge strane, istrazivanja koja su se bavila razli€itim signalnim putovima koji su
dovodili do aktivacije kinaze Akt pretezno zakljuCuju da je GSK3B zapravo
inhibitor tumorskog rasta (116,117) jer aktivacijom Akt dolazi do njegove inhibicije
te, prema iznesenome u teorijskom uvodu, stabilizacije i nakupljanja B-katenina,
Gli, ciklina D i sl., §to zajedno vodi u proliferaciju stanice. Ovakve rezultate
potvrduje smanjenje proliferacije nakon inhibicije Akt nekim od inhibitora i
restitucije aktivnosti GSK3p (119). | ovdje su rezultati konzistentni na razli€itim
staniCnim linijama koriStenima u istrazivanjima. Ipak, do aberantne aktivnosti
signalnih putova moze doci uslijed mutacija sudionika tih putova i uz normalnu

aktivnost GSK3pB. Primjerice, do povecane ekspresije ciljnih gena Wnt puta moze
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do¢i mutacijama gena za [(-katenin koje pogadaju cilina mjesta fosforilacije
enzimom GSK3B (98), mutacijama i konstitutivnom aktivnoS¢u pozitivnih
regulatora puta (npr. Frizzled), mutacijama ili epigenetskim utiSavanjem
negativnih regulatora signalnog puta te mutacijama gena koji kodiraju proteine u
kompleksu s GSK3B (170). Osim toga, na koncentraciju slobodnog B-katenina

utjeCe i koli¢ina E-kadherina (135).

S obzirom na te opre€ne rezultate iznenaduje Cinjenica da je samo istrazivanje
Caija i sur. iz 2007. koje se bavilo cisplatinskom rezistencijom odredivalo
ekspresiju obiju formi (pGSK3B-S9 i pGSK33-Y216) na istim uzorcima, a jedina je
zapazena razlika izmedu stanica osjetljivin i rezistentnih na cisplatinu bila u

povecanoj ekspresiji pPGSK3B-S9 u populaciji rezistentnih stanica (141).

Da bi shvacanje pGSK3B-Y216 kao aktivne i pGSK3B-S9 kao neaktivhe forme
moglo biti suviSe pojednostavljeno, ukazuje detaljniji mehanizam uloge
fosforilacije na S9. Fosfatna skupina sa serina 9 upada na vezno mjesto enzima
koje prepoznaje fosfatnu skupinu prethodno fosforiliranog supstrata nekom
drugom kinazom. Dakle, za prethodno nefosforilirane supstrate, koje GSKS3f
takoder moze fosforilirati, ovaj mehanizam ne predstavlja inhibiciju aktivnosti
GSK3p (45). Nadalje, rije€ je o kompeticiji fosfatne skupine na S9 samog enzima
s fosfatnom skupinom prethodno fosforiliranog supstrata, odnosno o kompetitivnoj
inhibiciji (45), pa je jasno da se takva inhibicija moze nadvladati povecanom
koncentracijom supstrata. | konacno, fosforilacijski status S9 u dinamickoj je
ravnotezi, odnosno fluktuira, $to znaci da fosforilacija S9 ne znadi i trajni gubitak
aktivnosti enzima GSK3 (45). Na sli€énom su tragu ideje da fosforilacija GSK3f
na S9 ne utjeCe na Wnt signalni put (42,43) te da fosforilaciju GIli3 na HH

signalnom putu provodi zapravo pGSK3B-S9, a ne pGSK3B-Y216 (54). Cini se i
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da GSK3pB kao dio proteinskih kompleksa (aksin-APC-CK1-GSK3p i Gli3-SuFu-
GSK3B) ne podlijeze inhibiciji fosforilacijom S9. Shvacanje fosforilacije serina 9
kao fiksnog on-off mehanizma moglo bi dakle biti nedovoljno fleksibilno za
objasnjenje u€inaka GSK3[3 u genezi tumora. Na tragu toga su i rezultati Mitre i
Roya, prema kojima sudbina stanice ovisi o koncentraciji inhibitora GSK3[ i -
katenina, pri ¢emu su se njihove niZe razine suprotstavljale tumorskoj invaziji, a
vise ju poticale. MozZda je potrebna kriticna razina nakuplijenog B-katenina za

inicijaciju procesa EMT (127).

U dosadasnjim radovima, unato¢ vaznosti koja joj se pridaje u patogenezi,
GSK3p nije se pokazala jednoznacno korisnom u prognozi pacijentica oboljelih od
karcinoma jajnika. Studija koja se bavi ekspresijom, sukladno gore navedenom,
nalazi dulje preZivljenje kod pacijentica s nizom ekspresijom i aktivnosScu (111), a
studija koja se bavi kinazom Akt, nalazi dulje preZivljenje kod pacijentica s nizim
razinama inhibirane GSK3p (116). Tre¢a studija, koja je ispitivala iskljucivo
povezanost ekspresije DNA-PK, TP53, Akt3 i GSK3B s prezivljenjem, nije nasla

statistiCku zna€ajnost za GSK3[, za razliku od preostalih proteina (14).

U terapiji su i inhibicija i aktivacija GSK3p dale odredene rezultate, ali su za oba
pristupa potrebne daljnje studije, s jedne strane zbog detaljnijeg utvrdivanja
farmakokinetike novih tvari, a s druge strane zbog dvojne uloge GSK3B u
tumorskom rastu. Drugim rijeCima, potreban je oprez da se djelovanjem na
GSK3pB ne bi izazvale nezeljene posljedice inhibicije njenih supresorskih ucinaka
u slucaju terapijske inhibicije enzima, odnosno poticanja njenih promotorskih
u€inaka u slucaju aktivacije enzima u svrhu lije€enja, pogotovo s obzirom na
pretpostavljenu ulogu GSK3B u spreCavanju EMT i zastiti od razvoja

kemorezistencije.
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Buduc¢i da jednoznacna uloga GSK3p jo$ nije detektirana, potrebna su dodatna
istraZivanja regulacije aktivnosti ovog enzima te njegove uloge u stani¢nim
procesima i signalnim putovima. Unato€ optimisti€nim rezultatima terapije
usmjerene ka GSK3B in vitro, kliniCka je primjena jo§ u povojima te pri
eventualnom ciljanju GSK3B u terapiji karcinoma jajnika treba individualno

pristupiti svakoj pacijentici i odvagnuti moguce koristi i Stete takvog pristupa.
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sudjelovao sam u organizaciji studentskog kongresa Croatian Student Summit
(CROSS) 14, 151 16 kao €lan i predsjednik Znanstvenog i programskog odbora. Od
2016. godine sudjelovao sam u istrazivanjima epigeneticke regulacije puteva Wnt i
Hedgehog u karcinomima jajnika i intrauterinom zastoju u rastu na Zavodu za
medicinsku biologiju pod mentorstvom prof. dr. sc. Ljiljane Serman te sam koautor na
jednom radu objavljenom u €asopisu indeksiranom u CC-u. Dobitnik sam Dekanove
nagrade za uspjeh na studiju 2015. godine i Rektorove nagrade za organizaciju

kongresa CROSS15 2019. godine.

U slobodno vrijeme volim putovanja i bavim se tr¢anjem, istréao sam viSe utrkana 5 i

10 kilometara te polumaraton u Zagrebu 2019. godine.

Sluzim se engleskim, njemackim i talijanskim jezikom i imam vozacku dozvolu B-

kategorije.
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